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Abstract 


Method for eliminating interference from haemolysis in the analysis of a medical sample comprises 
determining the degree of haemolysis (DH) of the sample by inducing and measuring a pre-reaction of a 
component in the sample before performing the main (analytical) reaction, and correcting the result of the 
main reaction on the basis of the correlation between the DH and the level of interference. 
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(54) Veriahren zur Analyse einer medizlnlschen Probe unter Vermeldung von Stfirbeltriigen 
aufgrund von Hamolyse 

. (57) Zur Analyse einer medizinischen Probe unter 
Vermeidung von Storbeitragen aufgrund von Hamolyse 
wird vor der Hauptreaktion fur eine in der Probe enthal- 
tene Komponente eine Vorreaktion erzeugt und gemes- 
sen, durch die der Hamolysegrad der Probe bestimmt 
und das nachfolgend erhaftene Ergebnis der zu bestim- 
menden Probe urn diesen StOrbetorag unter Ausnutzung 
des gefundenen Zusammenhangs (Korrelation) zwi- 
schen dem Hamolysegrad und dem StOrbeitrag korri- 
giert wird. 
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Beschreibung 

Das vorliegende Patent betrifft ein Verfahren zur Analyse einer medizinischen Probe unter Vermetdung von MeB- 
fehlern aufgrund von Hamolyse. 

5 Das haufigste Untersuchungsmaterial fflr biochemische Anatysen ist Blutserum oder Plasma. Es ist bekannt. daB 

bei der Bestimmung verschiedener Analyten aus Blutserum oder Blutplasma Fehler auftreten konnen, die das Ergebnis 
der Messung beeinf lussen und die durch die Eigenschaften der Probe verursacht werden. MeBfehler in diesem Sinne 
kommen insbesondere durch hamolytisches Probengut zustande. Die Hamolyse kann bei Blutproben in besonderem 
MaBe die anaJytischen MeBergebnisse verfatschen. 

w Wenn bei einer Blutprobe Hamolyse auftritt, dann ist ein Teii der roten Blutkorperchen zerstOrt worden, und die 
dabei freiwerdenden Inhaltsstoffe kontaminieren das Probengut Dies hat zur Folge. daB durch die Inhaltsstoffe der 
BlutkOrperchen, wie z.B. Hamoglobin. die analytischen Serum- oder Plasmawerte verfalscht werden. 

Zur Behebung dieses Nachteils wird in der Patentschrift US-A-4,263,512 die Bestimmung von interferierendem 
Chromogen in einer Blutprobe zusammen mit dem Analyten vorgeschlagen und die Korrektur des MeBfehlers gemaB 

is dem Grad der Hamolyse (korreliert mit Chromogenkonzentration) empfohlen. Bei dieser konventionellen Korrekturme- 
thode wind jedoch nur der von Erythrozyten freigesetzte rote Blutfarbstoff fQr die Bestimmung des MeBfehlers bei hamo- 
lytischem Probenmaterial herangezogen. In der EP-0 268 025 B1 wird darauf hingewiesen, daB ein quantitativer 
Zusammenhang zwischendem Grad der Hamolysestfirung, der Analytkonzentration und dem durch die StOrung erzeug- 
ten MeBfehler besteht. Dieser Zusammenhang last sich mit Hilfe der multiplen Regression darstellen. Die aus dieser 

20 Anpassung ableitbaren Korrekturfaktoren erlauben dann auf der Basis einer unabhangig bestimmten Hamolysestflrung, 
z.B. Qber eine Hb-Wertmessung (unter Vernachlassigung eventueller zusatzlicher Abhangigkeiten von Analytkonzen- 
tration) die Berichtigung des Analysenresultats. 

Der klinisch chemische Analyzer "Synchron CX 5" der Firma Beckman benutzt ein Set von 2 bis 5 Wellenlangen 
fur die Messung von Reaktionsverlaufen und Kompensation von stOrendem Background. Qber eine geeignete Auswahl 

25 nicht reaktionsrelevanter zusatzlicher Wellenlangen ist es moglich, endogene spektrale Interferenzen automatisch zu 
korrigieren Im 1 6-Sekundentakt erfolgt ein "eightf lash photometric measurement", d.h. bei max. 5 Wellenlangen werden 
8 x 5 = 40 MeBdaten generiert FOr die Signalkorrektur wird dann die folgende polychrornatische Gleichung verwendet: 

Absorptionsdifferenz = Differenz (A - B - C - D - E + k) 

30 

wobei 

A = Absorptionsanderung der bichromatisch gemessenen Analytreaktion 

B - E = gewichtete bichromatische Korrektur-Wellenlangen und 
35 k = Kbnstante, mit der der spektrale EinfluB von Seren in Abwesenheit von Lipamie, Hamolyse oder Ikterus 

berucksichtigt wird. 

Abhangig vom Analysenautomat kann die polychrornatische Korrektur. wenn sie Bestandteil einer Testapplikation 
ist, entweder kategorisch (Beckman-Analyzer) erfolgen, oder aber erst oberhalb eines testspezifischen Grenzwertes. 
40 ab welchem der Interferenzfehler die Probenwiederf indung sichtbar beeinf luBt. 

Aufgabe der vorliegenden Erf indung war es jedoch, eine Analysenmethode bereitzustellen, die es ermoglicht, MeB- 
fehler durch kontaminierende Bestandteile in einer Blutserumprobe oder in einer Blutplasmaprobe von hamolytischem 
Blut mit einer gegenuber herkOmmlichen Korrekturverfahren verbesserten Richtigkeit und deutlich reduziertem Arbeits- 
aufwand zu bestimmen. 

45 Gelost wird die Aufgabe durch ein Verfahren zur Analyse einer medizinischen Probe unter Vermeidung von MeB- 
fehlern aufgrund von Hamolyse, bei dem vor der eigentlichen photometrischen Bestimmung einer in der Probe enthal- 
tenen Kbmponente die Probe einer Vorreaktion unterworfen wird, durch die der Hamolysegrad der Probe bestimmt wird, 
und der nachfolgend erhaltene MeBwert der zu bestimmenden Kbmponente korrigiert wird urn einen Wert, der durch 
Korrelation des Hamolysegrades mit dem MeBfehlerbeitrag von stOrenden Komponerrten ermittelt wurde. 

so Im Vergleich zum Stand der Technik zeichnet sich das erf indungsgemaBe Verfahren durch den Vorteil aus, daB f Or 
die Korrektur des MeBwertes einer hamolytischen Probe keine unabhangige Bestimmung des Hamolysegrades, z.B. 
durch Bestimmung des Hamog^obinwertes in einer Probe, erforderlich ist. Vtelmehr konrtte ein Zusammenhang zwischen 
dem Hamolysegrad einer Probe und der bei hamolytischen Seren oder Piasmen festgestellten Vorreaktion festgestellt 
werden. Die Vorreaktion lauft hierbei in Gegenwart von Probe und einem Reagenz ab, jedoch vor Zugabe des Startrea- 

ss genzes der eigentlichen MeBwertbestimmung. 

Mit Hilfe des in der vorliegenden Erf indung beschriebenen biometrischen Modells ist es moglich, den Hamolysegrad 
einer Probe direkt aus der von ihr verursachten Vorreaktion abzuschatzen und eine entsprechende Korrektur des Ana- 
lysenresultats durchzufOhren. Als weiterer Fehlerbeitrag fOr die Analyse ist zu berOcksichtigen, daB bei Bestimmung 
bestimmter Substanzen ebenfalls ein falsches Resultat for hamolytische Proben erhalten werden kann, wenn diese 
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Substanz auch in roten Blutkc-rperchen vorhanden ist. und dadurch nach Hamolyse ebenfalls zusatzlich in der zu ana- 
lysierenden Probe vorhanden ist. Auch dieser MeBfehlerbeitrag wird durch das erfindungsgemaBe Verfahren beruck- 
sichtigt. da in die Vorreaktion automatisch neben dem Hamolysegrad auch der Analytgehalt der Probe eingeht 

Das erf indungsgemaBe Verfahren eriaubi eine Korrektur von HamolysemeBfehlern und bewirkt im Referenzbereich 
5 (31 U/l bei Frauen, 37 U/l bei Mannern) eine besonders effiziente Korrektur (< 1 0 % Wiederf indungserhfihung (s. Figur 1)). 

Zusatzlich konnten auBerhaib des Referenzbereiches StOrungen bis zu einer GrSBenordnung von 80 %. die mit 
Verfahren gemaB dem Stand der Technik erhalten wurden, mit der entsprechenden Korrektur auf Weiner gleich 30 % 

reduziert werden. . .. .. ^ 

Das erfindungsgemaBe Verfahren berQcksichtigt ailein Qber die Vorreaktion die indrvtduellen Eigenschaften der 
w Probe so daB basierend auf den bisherigen experimentellen Daten weitere spezrf ische Korrekturverfahren fOr das Pro- 
begut'entfallen. Es sind insbesondere keine zusatzlichen Messungen erforderlich. Dies ist ein bedeutender Vorteil 
gegenuber den bisher beschriebenen Korrekturverfahren fOr hamotytische Seren oder Piasmen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird die Vorreaktion ebenfalls photometrisch erfaBt Es ist 
hierbei besonders bevorzugt daB die photometrische Bestimmung bichromatisch, und inbesondere bei 340/405 nm 
is erfolgt und der eigentliche MeBwert durch Differenzbildung der Ergebnisse beider Wellenlangen zustande kDmmt 

Die Einleitung der Vorreaktion erfolgt bevorzugt durch Zugabe eines Reagenzes, welches NADH und LDH enthalt. 
In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das Reagenz zusatzlich MDR 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird die Beziehung zwischen dem durch 
die Vorreaktion bestimmten Hamolysegrad und dem MeBfehlerbeitrag durch die sttrenden Komponenten, wie insbe- 
20 sondere Hamoglobin oder auch der zu bestimmenden Komponente. die jedoch aufgrund der Hamolyse in der Probe 
vorhanden ist, auf einer breiten Basis fOr eine groBe Probandengruppen heterogenen Gesundheitszustandes, Alters 
undGeschlechtsabgesichert. 

In einem besonders bevorzugten Verfahren wird der Zusammenhang zwischen der Vorreaktion und der Hauptre- 
aktion bezuglich der zu bestimmenden Komponente mit Hilfe der Formel 

25 

Rate Substanz/Probe = Rate total " Rate Vorreaktion " Rate Substanz^rythrozyten 

definiert, wobei Substanz die zu bestimmende Komponente in der Probe bedeutet. 

Eine Mfiglichkeit zur EntstOrung konnte namlich mit Hilfe eines mathematischen Zusammenhangs zwischen der 
so Vorreaktion und der Hauptreaktion festgestellt werden. Ein schematischer Reaktionsverlauf ist in Figur 2 dargestelH und 
der mathematische Zusammenhang fOr die Gesamtreaktion lautet 

Rate total = Rate Substanz/Probe + Rate Substanz7Erytrtrozyten + Rate Vorreaktton* 

35 wobei mrt Substanz die zu bestimmende Komponente gemeint ist. die entweder in Serum oder in Erythrozyten entharten 
ist Dies bedeutet, daB sich die MeBwertanderung pro Zeiteinheit (Gesamtkinetik) aus dem Signal des hamolysefreien 
Serums sowie dem der Erythrozyten und der Vorreaktion, die Qber die Zugabe des eigentlichen Bestimmungsreagenzes 
hinaus andauert, zusammensetzt. Urn hieraus den stcf ungsfreien Serumwert zu berechnen. muB die Formel folgen- 
dermaBen aufgelOst werden: 

40 

Rate Substanz/Prob© = Rate total ' Rate Substanz^rythrozyten " Rate Vorreaktton 

und fuhrt zu der oben genannten Formel zur Bestimmung von Rate Su bstan2/Probe- 

Mit dem erstellten Datensatz kann anhand einer multiplen linearen Regression folgendes Modell zur Berechnung 
45 der Ratesubsten^rythrozytan herangezogen werden: 

Rate Substanz^rythrozyten = a * Rate Vorreaktion + P x ( Rate Vorreaktion) 2 



so Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es besonders bevorzugt, daB die fur die Berechnung des torrigierten Wertes 
erforderliche Formel auf einem Datentrager gespeichert wird und dieser fur eine automatische Korrektur der Analysen- 
ergebnisse mit Hilfe der elektronischen Datenverarbeitung verwendet wird. 

Besonders bevorzugt ist, wenn der Wert des MeBfehlers bereits durch die auf dem Datentrager gespeicherten 
Informationen berechnet werden kann. Hierzu werden dem Datentrager die Daten eingespeichert, <Se for die Beziehung 

55 zwischen dem durch die Vorreaktion bestimmten Hamolysegrad und dem MeBfehlerbeitrag fOr eine groBe Probanden- 

gruppe ermittelt wurde. 

Besonders bevorzugt wird das Verfahren so angewandt. daB der korrigierte Wert der gestflrten Komponente auf 
dem Ausdruck und/oder auf dem Display einer elektronischen Datenverarbeitung angezeigt wird, welchefur die Messung 
eingesetzt wird. Es ist dabei wiederum bevorzugt daB der korrigierte Wert mit einem Toleranzbereich angegeben wird. 
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Jedoch kann es zweckmaBig sein, die Korrektur des MeBwertes nur innerhalb bestimmter Toleranzgrenzen automatisch 
durchfuhren zu lassen und auBerhalbdieser Toleranzgrenzen Korrekiuren nach entsprechender BerOcksichtigung der 
Umstande von Hand durchzufuhren. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren wird besonders bevorzugt bei zu bestimmenden Komponenten angewandt. die 

5 ausgewahlt sind aus (a) der Analytgruppe. die entsprechend dem biochemischen Reaktionstypus von GOT/GPT detek- 
tiert wird und/oder (b) zu einer Analytgruppe gehort, die aus Gesamtprotein. Albumin, LDH. Kalium, Gesamtcholestenn, 
freiem Cholesterin, Harnsaure, Triglyceriden, Natrium, Chlorid. p-Upoproteinen, Thymoltrubungstesten, ZinksulfattrO- 
bungstesten, Phospholipiden und freien Fettsauren bestehL Es ist dabei auch moglich und eine bevorzugte AusfGh- 
rungsform der Erfindung, eine Komponente zu bestimmen, deren Konzentration in roten Blutzellen hoher ist als im 

10 Blutserum oder im Blutplasma. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren stellt also eine leicht automatisierbare und schnell durchfuhrbare Moglicnkeit dar, 
in Blut. Blutserum oder Plasma enthaltenden Proben enthaltene Komponenten zu bestimmen und hierbea MeBfehlern 
aufgrund von Hamolyse zu vermeiden. wobei nur zusatzlich zur der eigentlichen Bestimmungsreaktion eine Vorreaktion 
durchgefQhrt wird, welche die Bestimmung des Hamolysegrades erlaubt 

is Die voriiegende Erfindung wird durch die beigefugten Rguren und die Beispiele weiter erlautert 



BEISPIEL 1 

Experimente zur Bestimmung des Parameters Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) 

20 

Die GOT-Aktivitat wird durch hamdytisches Probenmaterial stark gestOrt und fuhrt zu falsch positiven Ergebnissen. 
Eine deutliche Abhangigkeit zwischen HSmolysegrad und Erhohung der GOT-Aktivitat liegt vor. Bei Serumwerten von 
ca. 20 U/l wird GOT bei einem Hb-Wert von 500 mg/dl urn 80 % mit Verfahren gemaB des Standes der Techmk zu hoch 
gemessen. Diese Storung beruht vor allem darauf, daB GOT in den Erythrozyten enthalten ist und damit ein direkter 
25 Bezug zwischen Hamolysegrad und AktivitatserhOhung besteht. 

Testprinzio des GOT-Tests: 

a-Ketoglutarat + L-Aspartat GOT L-Glutamat + Oxalacetat Oxalacetat + NADH + H* MDH L-Malat + NAD* 

30 

Die Messung erfotgt bei 340 nm (Hauptwellenlange) und 405 nm (Nebenwellenlange). Detektiert wird der NADH- 
Abbau. 



Hflmolvsatherstellunal: 

Blutabnahme (Heparin-PlasrraJ/Zentrrfugiereri/Uberstand verwerfen/Blutkuchen mit 0,9 % NaCI 3x waschen und 
Erythrozyten mit Wasser zum Platzen bringen und Ober Glaswolle f iltrieren/Hb-Gehalt bestimmen. 
Zum Aufstocken Serum vom selben Spender verwerfen. 



40 Hamolvsatherstelluna 2: 

Blutabnahme (Serum)/ZentrifugiererVSerumaufbewahren/Blutkuchen mit Glasperlen versetzen und 2 - 3 Stunden 
krattig ruhren/Zentrifugieren (Glasperlen dienen als Trennschicht zwischen Zellruckstanden und Hamolysat)AJberstand 
abpipettieren und Hb-Gehalt bestimmen. 
45 Die folgenden Resultate wurden unter Anwendung der HSmolysatherstellung 2 mit 20 verschiedenen Seren in unter- 
schiedlichen Kbnzentrationsbereichen erhalten. 

Die Aufstockung der o.g. Seren erfolgte in 8 Schritten: 50, 100, 150, 200, 250, 300. 400, 500 mg/dl Hb (Rgur 3). 

Die Messungen wurden am Winisch chemischen Analysenautomaten Hitachi 71 7 mit den MeBpunkten 1 0 * 20 (Vor- 
reaktion) und 30 • 50 (Hauptreaktion) durchgefOhrt. 
so Urn das oben beschriebene Korrekturvertahren zu validieren, wurde zunachst ein Panel von mcht hamolytischen 
Humanseren am Analysenautomat Hitachi 717 vermessen und die gefundenen GOT-Aktivitaten als BM-Sollwerte defi- 

niert. _ . 

Daraufhin wurden 25 Seren aus diesem Panel mit bis zu 8 verschiedenen Hamolysat-Aufstockungen (insgesamt 

217 Proben) vermessen. 

55 Die Methodenvergleiche zwischen den korrespondierenden MeBwerten von nicht hamolytischem ( Sollwert") und 
hamolytischem Probengut ("Istweri") ohne und mit Korekturverfahren zeigen die Rgur 4 (Korrelation zwischen Soil- und 
Istwerten « 0,923) und die Rgur 5 (Korrelation zwischen Soil- und Istwerten = 0,981). Dieses mehrfach reproduzierte 
Ergebnis zeigt deutlich, daBdie hamolytische Interferenz uberdas hier angegebene Verfahren effizient korrigiert werden 
kann. 
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Kla* rung der Vorreaktion: 

I.EinflgQdes Reprize? 



Zusammensetzung Reagenz 1: 


1 . Natriummonohydrogenphosphat 




2. Natriumdihydrogenphosphat 


Puffer A 


3. L(+)-Mono-Natriumaspartat 




4. LDH 




5. NADH 


Enzymtabletten + FOIIstoffe 


6. MDH 




Konservierungsmrttel: Na-Azid 



In Austauschversuchen konrrte gefdart werden, was den Anstieg der Vorreaktion bei 340/405 nm verursacht, und 
wie sich hierbei die Hauptreaktion verhalt: 



Puffer + hamolytische Probe 
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Hauptreaktion 
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" + NADH 
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Bei der Zugabe des Reagenzes R1 zu einer hamolytischen Probe trrtt mit steigendem Hamolysegrad eine Vorre- 
aktion mh Signalanstieg auf. Die Messung erfolgt bichromatisch bei 340/405 nm. 

Wind dieselbe Messung bei 340 nm durchgefOhrt, kann keine Vorreaktion festgestellt werden. Bei 405 nm hingegen 
findet eine Reaktion mit abnehmendem Signal statt (Figuren 6 und 7). Die steigende Vorreaktion kommtdemnach auf- 
grund der Differenzbildung zwischen den beiden Welienlangen zustande. 
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Paterrtanspruche 

1 . Verfahren zur Analyse einer medizinischen Probe unter Vermeidung von Storbeitragen aufgrund von Hamolyse, bei 
dem vor der Hauptreaktion fur eine in der Probe enthaltene Komponente eine Vorreaktion erzeugt und gemessen 

5 wird, durch die der Hamolysegrad der Probe bestimmt wird und das nachfolgend erhaltene Ergebnis der zu bestim- 
menden Probe um diesen StOrbeitrag unter Ausnutzung des gefundenen Zusammenhangs (Kbrrelation) zwischen 
dem Hamolysegrad und dem StOrbeitrag konrigiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
io dadurch gekennzelchnet, 

daB die Vorreaktion ebenfalls photometrisch erfaBt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. 
dadurch gekennzelchnet, 

is daB die photometrische Bestimmung bichromatisch bei 340/405 nm erfolgt und der eigentliche MeBwert durch 
Differenzbiidung der Ergebnisse beider Wellenlangen zustande kommt. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzelchnet, 

20 daB die Einlertung der Vorreaktion durch Zugabe eines Reagenzes erfolgt, welches NADH und LDH enthalt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB das Reagenz zusatzlich MDH enthalt. 

25 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die Beziehung zwischen dem durch die Vorreaktion bestimmten Hamolysegrad und dem MeBfehlerbeitrag 
durch die stOrenden Kbmponenten auf einer breiten Basis fur eine groBe Probandengruppe heterogenen Gesund- 
30 heitszustandes, Alters und Geschlechts abgesichert ist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzelchnet. 

daB die Korrelation der Vorreaktion mil der Bestimmungsreaktion bezflglich der zu bestimmenden Komponente 
35 erfolgt Qber die Forme! 

^ a * e Substanz/Probe = total " ^ a ^ e Vorreaktion * Substara/Erythrozyten 

wobei Substanz die zu bestimmende Komponente in der Probe bedeutet , 

40 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzelchnet 

daB die fur die Berechnung des korrigierten Wertes erforderliche Formel auf einem Datentrager gespeichert wird 
und dieser f Or eine automatische Korrektur der Analysenergebnisse mit Hilfe der elektronischen Datenverarbeitung 
45 verwendet wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB der Wert des MeBfehlers durch die auf dem Datentrager gespeicherten Informationen berechnet werden kann. 

so 

1 0. Verfahren nach einem der AnsprOche 8 oder 9, 
dadurch gekennzelchnet 

daB der korrigierte Wert der gestOrten Komponente auf dem Ausdruck und/oder auf dem Display der elektronischen 
Datenverarbeitung erscheint 

55 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 8 bis 1 0, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB der korrigierte Wert mit einem Toleranzbereich angegeben wird. 
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12. Verlahren nach einem der AnsprOche 10 Oder 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

da (3 die Korrektur des MeBwertes nur innerhafo bestimmter Toleranzgrenzen automatisch erfolgt. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche. wobei die zu bestimmende Komponerrte ausgewShH wird 
aus (a) der Analytgruppe,.die entsprechend dem biochemischen Reaktionstypus von GOT/GPT detektiert wird 
und/oder (b) zu einer Analytgruppe gehflrt, die aus Gesamtprotein, Albumin, LDH, Kalium, Gesamtcholesterin, 
freiem Cholesterin, Harnsaure, Triglyceriden, Natrium, Chlorid. p-Lipoproteinen, Thymoitrubungstesten, Zinksulfat- 
trQbungstesten, Phospholipiden und freien Fettsauren besteht. 

1 4. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei eine Komponerrte bestimmt wird, deren Konzentration 
in roten Blutzellen heher ist als im Blutserum Oder im Blutplasma. 
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GOT - Entstbrung 
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Figur 2 
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Figur 4 
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Rank5 Eqn 1003 y=a+bx+cx 2 
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